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Vektor zur Aktivierung des immunsystems gegen mit Papillomviren bzw. Se- 
auenzen davon assoziierten Zelien 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen Vektor, der sich zur Aktivierung des 
Immunsystems gegen mit Papillomviren bzw. Sequenzen davon assoziierten 
Zelien eignet, ein einen solchen Vektor enthaltendes Vakzinierungs-Mittel und 
die Verwendung beider. 

5 

Papillomviren infizieren das Epithelgewebe von Mensch und Tier. Human-Papil- 
lomviren (HPVs) finden sich in benignen, z.B. Warzen, Kcndylome im Genitalbe- 
reich, und malignen, z. B. Karzinome der Haut und der Gebarmutter, epitheliaien 
Neoplasmen. Auch werden HPVs fur die Entwicklung maligner Tumoren des 
1 0 Respirationstrakts in Betracht gezogen. Ferner werden HPVs fur die Entwicklung 
squamoser Karzinome der Lunge als zumindest rnitverantwortlich angesehen. 

Papillomviren weisen ein ikosaedrisches Capsid ohne Hulle auf, in dem ein 
zirkulares, doppeistrangiges DNA-Moiekul von etwa 7900 bp vorliegt. Das 

15 Capsid umfaftt ein Hauptcapsid-Protein (L1) und ein Nebencapsid-Protein (L2). 
Ersteres wird durch den offenen Leserahmen L1 (L1-ORF) und letzteres durch 
L2-ORF kodiert. L1 Oder L1 und L2 fuhren in vitro zur Ausbildung von Virus-ahn- 
lichen Partikeln (VLPs). Die Transformationsfahigkeit von Papillomviren wird den 
Proteinen E6 und E7 zugeschrieben. Diese werden durch E6-ORF bzw. E7-ORF 

20 kodiert. 

Viele Versuche wurden unternommen, das Immunsystem gegenuber Zelien zu 
stimulieren, die mit Papillomviren bzw. Sequenzen davon assoziiert sind. Bisher 
haben diese Versuche jedoch keine zufriedenstellenden Ergebnisse gebracht. 

25 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mitt el bereitzu- 
stellen, mit dem das Immunsystem aktiviert werden kann ( Zelien, insbesondere 
Tumorzellen, zu erkennen und auszuschalten, die mit Papillomviren bzw. Se- 
quenzen davon assoziiert sind. 
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Erfindungsgemafc wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

Gegenstand der vcrliegenden Erfindung ist scmit ein Vektor mit einer fur ein' 
5 Fusionspolypeptid kodierenden Nukleinsaure, wobei das Fusionspolypeptid ein 
strukturelles Papillomvirus-(Poly)peptid und ein nicht-transformierendes, durch 
ein fruhes Papillomvirus-Gen kodiertes (Poly)peptid umfaftt. 

Der Ausdruck "Vektor" umfa&t jeglichen Vektor, der sich fur einen Gentransfer, 
10 d.h. das Einfuhren von Nukleinsauren in Zellen f eignet. Der Vektor kann in den 
Zellen episomal verbleiben oder in das Genom integriert werden. Ferner kann der 
Vektor ein Plasmid- oder ein Virus-Vektor sein. Beispiele eines Virus-Vektors sind 
retrovirale, Adenovirus-, Vacciniavirus- oder Adeno-assoziierte Virus (AAV)- 
Vektoren, wobei letztere bevorzugt sind. Ein AAV-Vektor kann in Wiidtyp- oder 
15 veranderter Form vorliegen. Auch kann er nur solche Sequenzen, wie ITR-Se- 
quenzen, umfassen, die fur seine Transduktionsfahigkeit notwendig sind. Gun- 
stig kann es aber auch sein, wenn er zusatzlich solche Sequenzen, wie rep- 
Sequenzen, umfa&t, die ihm die Integration in das Chromosom 19 ermoglichen. 
Ein Virus-Vektor kann als Virus-Partikel oder in Form seiner Nukleinsaure vor- 
20 liegen. Bevorzugt ist es, wenn der Virus-Vektor replikationsdefekt ist. 

Der Ausdruck "Papillomvirus" umfaBt jegliche Papillomviren oder Sequenzen 
davon, die mit Zellen, insbesondere Tumorzellen assoziiert sein konnen. Ins- 
besondere konnen es HPVs und ganz besonders "high risk" HPVs, wie HPV16, 
25 18, 33, 35 und 45, sein. 

Der Ausdruck "Nukleinsaure" umfaftt jegliche Nukleinsaure, wie DNA und/oder 
RNA, die fur ein Fusionspolypeptid kodiert, das ein strukturelles Papillomvirus: 
(Poly)peptid und ein nicht-transformierendes, durch ein fruhes Papillomvirus-Gen 
30 kodiertes (Poly)peptid umfalit. Gunstig ist es, wenn die Nukleinsaure exprimier- 
bar ist. Besonders gunstig ist es, wenn sie unter der Kontroile eines konstituti- 
ven oder induzierbaren Promotors, wie eines Gewebe- oder Tumor-spezifischen 
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Der Ausdruck "strukturelles FapilIomvirus-(Poly)peptid M umfaftt jegliches Peptid 
bzw. Polypeptid eines Papillomvirus, das fur die Struktur des Papillomvirus 
5 zumindest mitverantwortlich ist. Insbesondere wird ein solches (Poly)Peptid 
durch L1-ORF oder L2-ORF eines Papillomvirus bzw. durch einen Teil dieser 
kodiert. Besonders bevorzugt ist ein (Poly)peptid, das als VLP vorliegen kann. 

Der Ausdruck M ein nicht-transformierendes, durch ein fruhes Papillomvirus-Gen 
10 kodiertes (Poly)peptid" umfaBt jegliches Peptid bzw. Polypeptid, das durch ein 
fruhes Papillomviurs-Gen, insbesondere E1-, E2-, E4-, E5-, E6 oder E7-ORF bzw. 
durch einen Teil dieses kodiert und nicht-transf ormierend ist. Der Ausdruck 
"nicht-transformierend" weist darauf hin, daS das (Poly)peptid von Natur aus 
oder durch ein Eingreifen keine Transformationsfahigkeit besitzt. Ein bevorzugtes 
15 (Poly)peptid wird durch E6- oder E7-0RF eines Papillomvirus bzw. durch einen 
Teil dieses kodiert. 

Der Ausdruck "Fusionspolypeptid" weist darauf hin, dafi das struktureile Papil- 
iomvirs-(Poly)peptid und das nicht-transformierende, durch ein fruhes Papillom- 

20 virus-Gen kodierte (Poly)peptid in jeglicher Kombination in dem Fusionspolypep- 
tid vorliegen konnen. Auch konnen die einzelnen {Polypeptide von verschiede- 
nen Papillomviren stammen. Vorzugsweise ist der C-Terminus des strukturellen 
(Poly)peptids mit dem N-Terminus des nicht-transformierenden (Poly)peptids 
verbunden. Ferner kann es von Vorteil sein, wenn das nicht-transformierende 

25 (Poly)peptid innerhalb des strukturellen (Poly)peptids lokalisiert ist. Ein bevor- 
zugtes Fusionspolypeptid umfalit ein durch HPV 1 6 L1 -ORF kodiertes (Poly)pep- 
tid und ein durch HPV16 E6- bzw. E7-0RF kodiertes (Poly)peptid. Ferner wird 
ein Fusionspolypeptid bevorzugt, das ein durch HPV 18 LI -ORF kodiertes 
(Poly)peptid und ein durch HPV 18 E6- bzw. E7-ORF kodiertes (Poly)Peptid 

30 umfaRt. 

Zur Herstellung eines vorstehenden Vektors konnen ubliche Verfahren durch- 
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gefuhrt werden. Beispielsweise kann ein AAV-Vektor als Virus-Partikel wie folgt 
hergestellt werden: An das 3'-Ende des HPV 16 L1-0RF wird das 5'-Ende des 
HPV 16 E6-0RF ligiert. Zuvor wurde ein Teil des E6-0RF deletiert, wodurch die 
transformierenden Eigenschaften von E6 zerstort wurden. Das DNA-Fragment 
L1-ORF-E6-ORF wird in einen AAV-Vektor inseriert, der die 5'- und 3'-ITR- 
Sequenzen von AAV, nicht aber die fur die AAV-Rep und -Cap-Proteine kodie- 
renden Sequenzen enthalt. Die Insertion erfolgt zwischen den beiden ITR-Se- 
quenzen. Das DNA-Fragment L1-ORF-E6-ORF steht unter der Kontrolle eines 
bezuglich AAV heterologen Promotors. Der erhaltene AAV-Vektor wird in Zellen 
transfiziert, welche die AAV-Rep und -Cap-Proteine exprimieren. Ferner werden 
die Zellen mit einem Heifer-Virus, z.B. Adenovirus, infiziert, wodurch der AAV- 
Vektor als Virus-Partikel erhalten wird. 

Mit einem vorstehenden Vektor kann das Immunsystem aktiviert werden, Zellen, 
insbesondereTumorzellen, zu erkennen und auszuschalten, die mit Papillomviren 
bzw. Sequenzen davon assoziiert sind. Dies kann prophylaktisch und in etner 
Therapie erreicht werden. Hierzu werden Zellen des betreffenden Organismus, 
wie Antigen-prasentierende Zellen, z.B. dendnfische Zellen, B-Zellen, Makropha- 
gen und/oder mit Papillomviren bzw. Sequenzen davon assoziierte Tumorzellen 
bzw. Pra-Tumorzellen mit dem Vektor transduziert. Die Transduktion kann durch 
ubliche Verfahren erfolgen. Liegt der Vektor als Virus-Partikel vor, ist es gunstig, 
die Zellen mit diesen zu infizieren. Liegt er andererseits als Nukleinsaure, z.B. 
DNA, vor, ist es angeraten, die Zellen mit dieser zu transfizieren. Als Trans- 
fektionstechniken sind z.B. Elektroporation, Lipofektion und Partikel-Kanone zu 
nennen. Die Zellen konnen in dem Organismus vorliegen. Andererseits konnen 
die zu transduzierenden Zellen auch aus dem Organismus isoliert, aufierhalb des 
Organismus transduziert und dann wieder in den Organismus zuruckgefuhrt 
werden. Solche Zellen werden als autologe Zellen bezeichnet. Des weiteren 
konnen hinsichtlich des Organismus auch allogene Zellen zur Transduktion 
verwendet werden. Hierbei ist es gunstig, wenn diese Zellen einem dem Organis- 
mus entsprechenden HLA-Typ angehoren. Der Fachmann kennt Verfahren, 
Zellen einen bestimmten HLA-Typ zu verleihen. Weiterhin ist es gunstig, wenn 
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bei einem vorstehenden Verfahren die Tumorzellen oder Pra-Tumorzellen vor 
ihrer Ruckfuhrung in den Organismus inaktiviert werden. Hierfiir konnen ubliche 
Verfahren, wie Bestrahlung, durchgefuhrt werden. 

5 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Vakzinierungs-Mittel, 
das einen vorstehenden Vektor und ubliche Hilfsstoffe, wie Puffer, Verdun- 
nungsmittel, Tragermittel, etc. umfatet. Gunstig kann es sein, wenn das Vakzi- 
nierungs-Mittel weitere Substanzen enthalt, die das Immunsystem, z.B. gegen 
Tumorzellen, aktivieren konnen. Solche Substanzen konnen insbesondere MHC- 

10 1-Molekule, kostimulatorische Molekule, z.B. B7, und sekretorische Immunsti- 
mulatoren, z.B. Zytokine, wie IL-2, IL-12, Interferon und GM-CSF, sein. Die Sub- 
stanzen konnen z.B. in Form von Peptiden, insbesondere synthetischen Pepti- 
den, vorliegen. Auch konnen die Substanzen in Form von sie kodierenden 
Expressionsplasmiden vorliegen, die ferner fur HLA-Molekule kodieren konnen. 

15 Bescnders gunstig ist es, wenn das Vakzinierungs-Mittel auch die durch den 
Vektor transduzierten Zellen enthalt. Fur die Zellen gelten vorstehende Aus- 
fuhrungen. Handelt es sich um Tumor- oder Pra-Tumorzellen, ist es gunstig, 
wenn die Zellen inaktiviert sind. 

20 Mit der vorliegenden Erfindung ist es moglich, das Immunsystem gegen Zellen 
zu aktivieren, die mit Papillomviren bzw. Sequenzen davon assoziiert sind. Diese 
Zellen konnen Tumorzellen bzw. Pra-Tumorzellen sein. Die Aktivierung des 
Immunsystems kann prophylaktisch und in der Therapie erfolgen. Die vorlie- 
gende Erfindung stellt einen neuen Schritt dar, uber eine in vivo bzw. ex vivo 

25 Gentherapie schwerste Erkrankungen zu therapieren. 

Die Erfindung wird durch das nachfclgende Beispiel erlautert. 

Beispiel: Herstellung eines Vektors, der fur ein HPV16 L1-E7 Fusionspoly- 
30 peptid kodiert 



Von einem genomischen HPV16 Klon (vgl. Kirnbauer et al, (1 993), 6929-6936) 
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wurde der L1-0RF durch eine PCR-Reaktion amplifiziert. Hierzu wurden L1- 
spezifische Primer verwendet, die am 5'-Ende eine zusatzliche Bgl ll-Restriktions- 
stelle aufweisen. Das amplifizierte DNA-Fragment wurde mit Bgl II gespalten und 
in die BamHI-Restriktionssteile des ublichen Vektors pUCIS inseriert. Durch 
5 spezifische Mutagenese wurde an der Position 7051 des L1-ORF eine EcoRV- 
Restriktionsstelle, gefolgt von einem Translationsstopcodon (TAA) eingefuhrt. 
Damit wurde erreicht, daft der L1-0RF fur ein L1 kodierte, dem die letzten 34 
Aminosauren fehlten. 

10 In einer weiteren PCR-Reaktion wurde jener Teil des E7-ORF von HPV16 am- 
plifiziert, der fur die ersten 50 Aminosauren von E7 kodiert. Die verwendeten 
Primer enthielten an ihrem 5'-Ende eine EcoRV-Restriktionsstelle. Das amplifizier- 
te DNA-Fragment wurde in die EcoRV-Restriktionsstelle vorstehenden pUC19 
Vektors inseriert, der fur das verkurzte L1 kodiert. Somit wurde ein L1-E7 

1 5 Fusionsgen erhalten. Dieses wurde uber Xbal/Smal in den ublichen Baculovirus* 
Vektor pVL1392 inseriert. Von diesem wurde das L1-E7 Fusionsgen durch 
Notl/Smal herausgeschnitten und in die Noti-Restriktionsstelle des AAV-Vektors 
pUF2 (vgl. Zolotukhin et al., J. Virol. 70, (1996), 4646-4654) inseriert. Es 
wurde ein Vektor erhalten, der fur ein HPV16 L1-E7 Fusionspolypeptid kodiert. 

20 Virale Partikel des Vektors wurden gemafc ublicher Verfahren erhalten (vgl. 
Rolling and Samulski, Molecular Biotechnology 3, (1995), 9-15). 
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Patentanspruche 



1 . Vektor mit einer fur ein Fusionspolypeptid kodierenden Nukleinsaure, 
wobei das Fusionspolypeptid ein strukturelles Papillomvirus-(Poly)p ep ti d 
und ein nicht-transformierendes, durch ein fruhes Papillomvirus-Gen 
kodiertes (Poly)peptid umfaftt. 



2. Vektor nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft das Papillomvirus 
ein HPV ist. 



3. Vektor nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daft das HPV ausge- 
wahlt ist aus HPV 16, 18, 33, 35 und 45. 

4. Vektor nach einem der Anspruche 1 - 3, dadurch gekennzeichnet, daft der 
Vektor ein Virus- oder ein Plasmid-Vektor ist. 

5. Vektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet. daft der Virus-Vektor 
ein AAV-, retroviraler, Adenovirus- oder Vacciniavirus-Vektor ist. 

6. Vektor nach einem der Anspruche 1 - 5, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Nukleinsaure unter der Kontrolle eines konstitutiven oder induzierbaren 
Promotors steht. 

7- Vektor nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daft der Promotor ein 
Gewebe- oder Tumor-spezifischer Promoter ist. 

8. Vektor nach einem der Anspruche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet, daft das 
strukturelle Pa P illomviru S -(Poly, P eptid durch L 1 -ORF bzw. durch einen Tei. 

davon kodiert ist. 



9- Vektor nach e.nem der Anspruche 1 - 8, dadurch gekennzeichnet. daft d 



as 
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nicht-transformierende, durch ein fruhes Papillomvirus-Gen kodierte 
(Poly)peptid durch E6-0RF oder E7-ORF bzw. durch einen Teil dieser 
kodiert ist. 

10. Vakzinierungs-Mittel, enthaltend den Vektor nach einem der Anspruche 
1 - 9 und ubliche Hilfsstoffe. 

11. Vakzinierungs-Mittel nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daft 
weitere das Immunsystem aktivierende Substanzen vorliegen. 

12. Vakzinierungs-Mittel nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeich- 
net, daft der Vektor in Zellen vorliegt. 

1 3. Vakzinierungs-Mittel nach Anspruch 1 2, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Zellen Papillomviren bzw. Sequenzen davon assoziierte Tumorzellen 
und/oder Pra-Tumorzellen sind. 

14. Vakzinierungs-Mittel nach Anspruch 1 3, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Tumorzellen und die Pra-Tumorzellen inaktiviert sind. 

1 5. Verwendung des Vektors nach einem der Anspruche 1 - 9 und des Vakzi- 
nierungsmittels nach einem der Anspruche 10 - 14 zur Aktivierung des 
Immunsystems gegen mit Papillomviren bzw. Sequenzen davon assoziier- 
ten Zellen. 
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Box 1 Observ ations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons 

1. fTl Claims Nos. : 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

see supplemental sheet CONTINUATION OF INFORMATION PCT/ISA/210 



□ 



Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. I | Claims Nos.: 

' — because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6 4( a). 



Box □ Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple invenuons in this international application, as follows: 



1. 1 I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
— searchable claims. 

2. j | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3 j 1 As onlv some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
* — covers only those ciaims for which fees were paid, specifically ciaims Nos.: 



4 I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, thus international search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

j | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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remark : al tough claim 15 refers to a method of treating human 
and animal bodies, the search was made based on the indicated 
effects of the compound concerned. 
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Cata^ory * CtUbon of Pooumant, with indication, whara appropriata, ot tha uttvtrrt puitgn 



Pahvant to claim No. 



WO 94 21808 A (GENENTECH INC ;BOEHRINGER 
INGELHEIM INT (OE); BIRNSTIEL MAX L (AT)) 
29 September 1994 
see page 6, paragraph 4 - page 8, 
paragraph 2 

see page 14, paragraph 1 
see page 15, paragraph 3 

ZOLOTUKHIN S. ET AL.: "A 'humanized' 

green fluorescent protein cDNA adapted for 

high level expression in marrmalian cells." 

JOURNAL OF VIROLOGY, 

vol. 70, no. 7, July 1996, 

pages 4646-4654, XP0O2047302 

cited in the application 

see page 4646, right-hand column, last 

paragraph - page 4647, left-hand column, 

line 34; figure 2 

WO 96 00583 A (MERCK & CO INC ; DONNELLY 
JOHN J (US); LIU MARGARET A (US); MARTINE) 
11 January 1996 
see the whole document 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



inlwr. iaJas Aki»n2»tctwn 

PCT/DE 97/01629 



A KLtSSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENST ANDES 

IPK 6 C12N15/86 C12N15/37 C12N15/62 C07K14/025 A61K31/70 
A61K39/12 A61K48/00 //A61K45/05 



Naoh dar Intamaiionaian Patantkla^rfikBtion (I PK) odar nach dar nalicnalan Ktaaaiftkarjon und dar IPK 
B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Raoharchtartar MinoaalprOtitoff (Klaiaffcatonisyatam und Klaaaifikationaaymbcla ) 

IPK 6 C12N C07K A61K 



Raoharchiartt abar niohtzum MindaatprUtitDrf gahOranda Varortanttichungen, tcwatt di*»« unter di« racharohiartan Gabiata fallen 



Wihrtnd dar intamaDorvaJan Recharche konauftiarta alaktroniacha Deisnbank (Narna dcr Datanoank und *vtl. vamendete Suohbagrttte) 



C. AISWESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kctagona" Bazaicnnung dar Verttftantliohung, aowait artordarlich untar Arvgaba dar in Batracht kommanoan Taiia 



Batr. Ansprucn Nr. 



WO 96 11272 A (MEDIGENE GES FUER 

MOLEKULARBIO ;GISSMANN LUTZ (US); ZHOU 

JIAN (US)) 18. April 1996 

siehe Seite 7, Zeile 12 - Zeile 17 

siehe Seite 12, Zeile 33 - Seite 13, Zeile 

22; Anspruche 8-11,36-44,55 

WO 92 16636 A (IMMUNOLOGY LTD) l.Oktober 
1992 

siehe das ganz Dokument, besonders Seite 
9, Zeile 8 - Zeile 10 
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1-15 



1-11,15 
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X | Waitar* VarOflantticnungan and dar FcrtiaBung von Fald C zu 
antnahmen 



Siaha An hang Patantfamrtia 



* Baaonoara Karagooan von angagaoanan Varoffandicnungan 
"A* Varottantliohung, dia dan aaoamawtan Stand dar Taohnik dafiniart, 
aba* nent ih oa*onrtan» baoautaam asuuaahan at 

Aka-raa Dotoimam. da* jaoooh ant am ooar nach oam in tarn abonaJ an 
Anmaloa datum vanSWantachl wo roan ral 

*L* Varofrarrtkohung, d* gaa*gnatial, ainan PriorftAt&anapruoh zxaifafhaft ar- 
•cnainan zu Ia&j an, ooar duroh dia oat Vardfrantlichungacadum ainar 
anoaran tm Reoharchanbanoht gananman Varo ffanflioftung baiagl ward an 
»o4l ooar dia am tnam anoaran baa one a ran Grund an gag at an tat (wia 
auagafuhrt) 

'C* Varoftan&onung, d># awn aid aina mOndlieha Ctlanbarung, 

ana 6anutzung, «tna Axraatalung odar andar* Ma fin an man baziaht 

*P* Varonantbonung. o* vor darn rma-mahonajan Anmatoaaatum. abar nanh 
3am baanaprjcntan Pncrrjtaoatum vardfrarrtJioht woraan tat 



T Spaiara VarOfTanoicnung, dia nach dam mtamabonaJan Anmaldaoatum 
odar dam PrtoraAlaoaturn v* rcn an tie hi woroan at und mrt dar 
Anmatdung mcht koliidiart. aondam nur zum Van Landnia da a dar 
Erftndung zugrundaiiaganoan Prmzipa odar oar inr zugrundaiiaganoan 
Thaoria angagaoan cat 

"X* Varoffantiiohung von baaonoerar Badautung; dia baanapruchta Erfinaung 
kann attain auigrund o'iaaar Varof+andtohung nioM aia nau ooar tut 
arnnoamchar Tatigkari baruhand batracrrtat waroan 

"V Varoftantliohuni; von oaaondantr Badautung; dia baanaonjohta Erhndung 
kann moht aJa aojf arfindanacnar Tttigkart bam hand barrachtal 
waroan, wann aw VaroftanGcriung mri atnar odar rnahraran andaran 
Varoftantiiohungan d«ia> Kajagona in Varbmdung gabracht wro und 
diaraa Vareindung rOr unin Fachmann nana hag and rat 

'*.' Varoftantliohung, dia Mrtgtiad dara^tban Parantfamiha itt 



Oatum oaa Abachluuct dar tnlarnanonaian Raonaroha 

18. November 1997 


Abaanoadatum daa intarnanonatan RacnaronanoanontB 
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Nint und Posunsonnft dar inlamabonajan Racnarcnandahcroa 
Eurooaacnaa Pettmamt. P 8. 5618 Patantiaan 2 
NL - 2260 HV Rijawiik 
Tal. (1-3V70) 340-20*0, Tx. 31 651 aoo nt. 
Fax. (♦31-70) 340-3016 
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Inlerr, 



tate* Akt»nz»krwn 



PCT/DE 97/01629 



C(Fon»el2ung) ALS WEBENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



K^gcn»* B«2*t^nung o*r VirofUntticfiufis, »owMt •rtonferlbh untor Ang*b« d*r in B*tr«orrt KomnwnOtn T*u« 



B«tx. Arwpruch Nr. 



WO 94 21808 A (GENENTECH INC ;B0EHR1NGER 
INGELHEIM INT (DE); BIRNSTIEL MAX L (AT)) 
29. September 1994 

siehe Seite 6, Absatz 4 - Seite 8, Absatz 
2 

siehe Seite 14, Absatz 1 
siehe Seite 15, Absatz 3 

ZOLOTUKHIN S. ET AL.: "A 'humanized' 

green fluorescent protein cDNA adapted for 

high level expression in tnamualian cells." 

JOURNAL OF VIROLOGY, 

Bd. 70, Nr. 7, Juli 1996, 

Seiten 4646-4654, XP002047302 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Seite 4646, rechte Spalte, letzter 

Absatz - Seite 4647, linke Spalte, Zeile 

34; Abbildung 2 

WO 96 00583 A (MERCK & CO INC ; DONNELLY 
JOHN J (US); LIU MARGARET A (US); MARTINE) 
ll.Januar 1996 
siehe das ganze Dokument 
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1niw..»ationalo» Aktenzeichen 

PCT/DE 97/01629 



FekJ I Bemertajngen zu don Anspruchen, die etch ale nicht rec*erchi«rbar erwieaan haben (Fcrtietzung von Punkt 1 auf Blatt 1 



GemaO Artiket l7(2)a) wurde au* fclgenden GrQnden fur beatimmte Anapruche kein Riwherchenbehcht aratelit: 
1 ' ^ ^* sST^auf GegenatAnde beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpftichtet iat, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



2 ^ ^l^^ch^^ ertapnachen, 
da6 eina ainnvolte international© Recherche nicht dun^getuhrt werden kann, namlich 



3 O ^*^ a ^* h d'abet um abhangige Anapruche handett, die nicht entaprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt aind. 



FeW II Eemerkungen b«i mangalnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortaetzung von Punkl 2 aul Blatt 1) 



Die imemationaJe Recherchen be horde hat featgeatellt, dafl dieae intemaiionale Anmeidung mehrere Erfindungen enthftlt: 



1 . I ] Da der Anmeider aJte ertorberlichen zuaatzlichen Recherchengebuhren rechtzeiOg entrichtet hat, eratrecW aich dieaer 

I 1 i n 



intemaiionaie fiecherchenbencht auf alle recnerchierbaren Anapruche der international en Anmeidung. 



2 Da fOr alle recherehierbaren Anaoruche die Recherche ohne emen Arbeitaautwand durchgefOhrt werden konnte. der etne 
zuaatzbche Rechercnenge buhr gerechtferiigi hatte, hai die interna* wnaie ReehercnenbehGrae nicht zur Zahlung emer scHchen 

Gebuhr aufgefordert. 

3 j 1 Da der AnmeloW nur einige der ertorberlichen zuaatzlichen Recherchengebuhren rechtzertig entrichtet hat, ersireckt aich dieaer 
' ' intemaiionale Recherchencencnt nur auf die Anapruche der intemalionaien Anmeidung, fur die Gebuhren entrichtet werden 

atnd, nanilich auf cie Anapruche Nr. 



4 I Der Anmeider hai die ertorderirchen zusalziichen Recherchengebuhren nicht rechtzertig entrichtet. Der international Recher- 
chenbencnt bwcnrankt aich dahef aut die in aen AnsprOchen zuerat erwAhrrte Erfindung; dieae tst in lolgenoen Anspruchen er- 
fa(3t: 



Beroerkungen hinaichttlch einea Wlderapruchs | j Die zuaatzlichen Gebuhren wurden vom Anmeider unter VVioeraoruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zuaatzlicher Gebuhren erloigte ohne Wlderspruch. 
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WEITERE ANGA6EN PCT/ISA/ 210 



Bemerkung : Obwohl sich Anspruch 15 auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Kbrpers bezieht, wurde die Recherche durchgefuhrt 
und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
Verbindung/Zusaimiensetzung. 
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